









































































































































































































































































Mit	 jährlich	 etwa	 14	 Mio.	 Neuerkrankungen	 und	 8	 Mio.	 Todesfällen	 stellen	
Krebserkrankungen	weltweit	einen	bedeutenden	Grund	für	Morbidität	und	Mortalität	dar	[1].	
Auch	 in	 Deutschland	 ist	 Krebs	 eine	 der	 häufigsten	 Erkrankungsursachen	 und	 die	
zweithäufigste	Todesursache	[2].	Maligne	Erkrankungen	im	Kopf-	/	Halsbereich,	zu	denen	das	
orale	Plattenepithelkarzinom	gehört	(OSCC:	oral	squamous	cell	carcinoma),	stehen	dabei	mit	




und	 mit	 15-20%	 der	 Mundboden	 betroffen	 [6].	 Weltweit	 entfielen	 darauf	 2012	 529.000	
Neuerkrankungen	und	292.000	Todesfälle,	 die	mit	 Krebs	der	 Lippen,	Mundhöhle	oder	des	
Pharynx	 assoziiert	 wurden	 [1].	 In	 Deutschland	 gab	 es	 2012	 bei	 Männern	 9290	
Neuerkrankungen	 und	 4090	 Sterbefälle,	 bei	 Frauen	 3650	 neue	 Erkrankungen	 und	 1303	





durch	 die	 männliche	 Bevölkerung	 [2,	 6].	 Das	 Lebenszeitrisiko	 einer	 Erkrankung	 liegt	 bei	
männlichen	Deutschen	 in	 den	nächsten	 10	 Jahren	mit	 1,7%,	 bei	weiblichen	mit	 0,3%.	Das	
durchschnittliche	Erkrankungsalter	liegt	bei	Männern	bei	62	Jahren,	bei	Frauen	wird	es	mit	66	
Jahren	angegeben	[2,	4].	6%	liegen	vor	dem	45.	Lebensjahr,	in	Ländern	mit	hoher	Inzidenz	–	









Abb.	 1:	 Altersstandardisierte	 Neuerkrankungs-	 und	 Sterberaten	 im	 internationalen	 Vergleich	 2011/2012.	 Je	
100.000	Einwohner	(Europastandard).	Daten	des	Robert-Koch-Institutes.	Nach	[2].		
	
Die	 5-Jahres-Überlebensrate	 wird	 beim	 oralen	 Plattenepithelkarzinom	 mit	 etwa	 50%	







des	 Epithels.	 Dabei	 werden	 fortschreitend	 Epithelzellen	 durch	 Tumorgewebe	 ersetzt	 [10].	
Dieser	 komplexe,	 multifokale	 Prozess,	 über	 den	 sukzessiv	 genomische	 Alterationen	
akkumuliert	werden,	findet	oft	über	mehrere	Jahre	statt	[11].	
Der	 Konsum	 von	 Alkohol	 und	 Tabak	 gilt	 als	 Hauptursache	 von	 75%	 aller	
Plattenepithelkarzinome	der	Kopf-	und	Halsregion	(HNSCC:	squamous	cell	carcinoma	of	the	
head	 and	neck),	mit	 einem	multiplikativen	 Effekt	 bei	 gleichzeitigem	Gebrauch	 [3,	 12].	Der	
Tabakrauch	 enthält	 mehr	 als	 50	 kanzerogene	 Stoffe,	 wie	 etwa	 aromatische	 Amine	 oder	
Nitrosamine,	die	zu	DNA-Mutationen	führen	können	[7].	Genau	wie	starker	Tabakkonsum,	ist	
das	Risiko	durch	erhöhten	Alkoholkonsum	stark	dosisabhängig.	So	steigt	das	relative	Risiko	













und	 pRb	 inaktivieren	 [3,	 18].	 Durch	 ihr	 besseres	 Ansprechverhalten	 auf	 Radio-	 und	
Chemotherapie	besitzen	HPV-positive	HNSCC	eine	günstigere	Prognose	als	Tumoren	anderer	
Genese	[19].	
Des	 Weiteren	 können	 eine	 familiäre	 genetische	 Vorprägung,	 wie	 etwa	 das	 Li	 Fraumeni	










Vorläuferläsionen	 des	 OSCC	 können	 in	 präkanzeröse	 Läsionen	 und	 Konditionen	 eingeteilt	
werden	 [5].	 Zu	 den	 Läsionen	 gehören	 die	 Leukoplakie,	 Erythroplakie	 und	 die	 proliferative	
verruköse	 Leukoplakie	 (PVL).	 Die	 höchste	 Inzidenz	 besitzt	 die	 Leukoplakie	 (2%	 weltweit),	
welche	nach	WHO	(World	Health	Organisation)	als	eine	weiße,	nicht	wegwischbare	Plaque,	
die	 keinem	 pathologischen	 Prozess	 zuzuordnen	 ist,	 definiert	 ist.	 Dennoch	 ist	 die	
Transformationsrate	 einer	 Erythroplakie	 als	 deutlich	 höher	 anzusiedeln	 [25,	 26].	 Zu	 den	
präkanzerösen	 Konditionen	 zählen	 Syphilis,	 oraler	 Lichen	 planus,	 Eisenmangel,	 Xeroderma	
pigmentosum,	 Lupus	 erythematodes,	 Epidermolysis	 bullosa	 dystrophica	 und	 die	 orale	
submuköse	Fibrose.	Von	ihnen	geht	ein	signifikant	erhöhtes	Risiko	für	OSCC	aus	[5,	26].	
Oftmals	 ist	 ein	 erstes	 Anzeichen	 für	 OSCC	 eine	 nicht	 schmerzhafte	 Veränderung	 der	
Schleimhaut	 im	 Bereich	 des	 anterioren	 Mundbodens,	 des	 seitlichen	 Zungenrandes,	 dem	
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Gaumenbogen	 oder	 der	 retromolaren	 Region	 des	 Unterkiefers.	 Dabei	 werden	 ein	
endophytischer	Wachstumstyp,	der	in	die	Tiefe	des	Gewebes	vordringt	und	ein	exophytischer	
Wachstumstyp,	 der	 über	 die	 Schleimhaut	 wächst,	 unterschieden.	 Klinisch	 äußert	 sich	 ein	
endophytischer	Typ	häufig	als	Ulkus	mit	aufgeworfenem	Randwall,	ein	exophytischer	Typ	als	
ein	die	Schleimhaut	überragender	Fibrinbelag	[27].	








über	 mehrere	 Schritte	 entstehen.	 Diese	 Mutationen	 führen	 zur	 Inaktivierung	 von	
Tumorsuppressor-Genen	 und	 Aktivierung	 von	 Proto-Onkogenen	 durch	 Punktmutationen,	










epidermal	 growth	 factor	 receptor;	 EGFR),	 p53,	 Rb	 (Retinoblastomgen),	 Cyclooxygenase	 2	 (COX-2),	 cyclin	 D1	
(CCND1)	oder	phosphatase	and	tensin	homolg	(PTEN)	statt.	Es	 ließen	sich	auch	Aberrationen	der	Gene	für	E-
Cadherin,	 receptor–stromal-cell–derived	 factor	 (CXCR4-SDF-1),	 vascular	 endothelial	 growth	 factor	 (VEGF),	
platelet-derived	growth	factor	(PDGF),	fibroblast	growth	factor	(FGF),	transforming	growth	factor	α	und	β	(TGF-






Region	 9p21,	 auf	 der	 das	 Gen	 p16	 liegt,	 zu	 beobachten	 [3].	 Durch	 die	 Inaktivierung	 des	
Genproduktes	 p16/INK4A	 geht	 ein	 Inhibitor	 von	 Cyclin-abhängigen	 Kinasen	 (engl.	 cyclin-






Nucleus	 lokalisiert	 ist.	 Bei	 vorliegenden	 DNA-Schäden	 führt	 p53	 bis	 zur	 Reparatur	 zum	
Zellzyklusarrest	 in	 der	 G1-Phase.	 Aktives	 p53	 induziert	 die	 Apoptose	 bei	 zu	 großen	 oder	
irreparablen	 DNA-Schäden	 [34,	 35].	 Dagegen	 verhindert	 der	 Verlust	 von	 aktivem	 p53	 die	
Apoptose,	der	Zellzyklus	wird	nicht	unterbrochen	und	es	kommt	so	zu	genetischer	Instabilität	
[36].	
In	 vielen	 HNSCCs	 liegt	 eine	 Überexpression	 des	 epidermalen	 Wachstumsfaktor-Rezeptors	
(engl.	 epidermal	 growth	 factor	 receptor;	 EGFR)	 vor.	 Die	 Rezeptor-Tyrosinkinase	 führt	 bei	














Im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 wurde	 die	 Expression	 verschiedener	 tumorassoziierter	 Proteine	
untersucht.	Im	Fokus	standen	dabei	N-,	P-	und	E-Cadherin,	MMP2	und	MMP9,	sowie	PD-L1.	








Adhäsion	 beteiligt	 sind.	 Zustande	 kommt	 dies	 durch	 homophile	 Interaktion	 zwischen	 den	
Cadherinen	 verschiedener	 Zellen	 in	 Adhärenzverbindungen	 oder	 Desmosomen	 [37].	 Sie	




Diese	 Gruppe	 von	 Glykoproteinen	 lassen	 sich	 in	 die	 klassischen	 Cadherine	 (Typ	 I	 und	 II),	
Protocadherine,	 desmosomale	 Cadherine,	 Fat-	 und	 7-TM	 Cadherine	 einteilen	 [41].	 Die	




Abb.	 3:	 Struktur	 klassischer	 Cadherine	 (Typ	 I	 und	 II).	 Klassische	 Cadherine	 bestehen	 aus	 fünf,	 sich	




Der	 generelle	 Aufbau	 von	 Cadherinen	 gliedert	 sich	 in	 eine	 Amino-terminale	 extrazelluläre	
Domäne,	 eine	 Transmembrandomäne	 und	 eine	 intrazelluläre,	 Carboxy-terminale	 Domäne.	
Die	extrazelluläre	Domäne	besteht	dabei	aus	mehreren,	sich	wiederholenden	Untereinheiten	
(Ectodomain,	 EC)	 durch	 die	 Zell-Zell-Verbindungen	 hergestellt	 werden.	 Die	 intrazelluläre	
Domäne	stellt	den	Kontakt	zum	Zytoskelett	her	[37].	Klassische	Cadherine	besitzen	5	ECs	(EC1-
5)	[41].	Dabei	enthalten	Typ	I	Cadherine	in	EC1	ein	Histidin-Alanin-Valin	Motiv,	dass	für	starke	
Zell-Zell-Verbindungen	 verantwortlich	 gemacht	 wird,	 was	 jedoch	 bei	 Typ	 II	 Cadherinen	
gänzlich	fehlt	[38].	Die	intrazelluläre	Domäne	interagiert	mit	Catenin-p120,	a-	und	b-Catenin	
und	stellt	somit	die	Verbindung	zum	Zytoskelett	her	[43].	Eine	Unterbrechung	des	Cadherin-





Neben	 der	 Funktion	 als	 Adhärenzmoleküle	 greifen	 Cadherine	 auch	 in	 verschiedene	
Signalwege	 von	 Zellen	 ein.	 Durch	 Catenin-p120	 können	 Cadherine	 die	 Aktivität	 von	 Rho	
GTPasen	 (z.B.	 RhoA,	 Rac1,	 Cdc42),	 welche	 die	 Signaltransduktion	 und	 verschiedene	
Zellfunktionen	 steuern,	 beeinflussen.	 So	 inaktiviert	 freies,	 nicht	 an	 Cadherine	 gebundenes	
Catenin-p120	 im	Zytosol	RhoA	und	damit	einen	wichtigen	Baustein	der	Signaltransduktion.	
Rac1	 und	 Cdc42	 werden	 dagegen	 aktiviert	 [44].	 Über	 b-Catenin	 besitzen	 Cadherine	 die	
Fähigkeit	 in	 den	 Wnt-Signalweg	 einzugreifen.	 b-Catenin	 fungiert	 dabei	 als	 ein	
Transkriptionsfaktor	 verschiedener	 Gene.	 Durch	 den	 Wnt-Signalweg	 werden	 vor	 allem	
Zellwachstum	 und	 –differenzierung	 und	 damit	 wichtige	 Faktoren	 der	 Tumorentstehung	









und	 besitzt	 Einfluss	 auf	 verschiedene	 Prozesse	 wie	 Zellentwicklung,	 Gewebeintegrität,	
Zellmigration	und	–morphologie,	sowie	Zellpolarität	[48].	Etwa	50%	aller	Tumortypen	sind	von	
Mutationen	dieses	Gens	betroffen	[39].	
Im	 oralen	 Plattenepithelkarzinom	 sinkt	 die	 Expression	 von	 E-Cadherin	 mit	 dem	
Differenzierungsgrad	 des	 Tumors	 [49,	 50].	 Gleichzeitig	 erhöht	 sich	 das	 Risiko	 einer	









































MMPs	 stellen	eine	 Familie	 von	 Zn2+-abhängigen	Endopeptidasen	dar,	 die	 in	der	 Lage	 sind,	
sämtliche	 Proteinkomponenten	 der	 Extrazellulären-Matrix	 (EZM)	 und	 Basalmembranen	
proteolytisch	 abzubauen	 [63,	 64].	 Sie	 spielen	 sowohl	 bei	 physiologischen	 Prozessen	 wie	
Embryogenese,	Wundheilung	oder	Gewebeumbau,	als	 auch	bei	pathologischen	Vorgängen	





Derzeit	 sind	 im	 humanen	 Organismus	 23	 verschiedene	 MMPs	 bekannt,	 die	 anhand	 ihrer	




Abb.	 4:	 Struktur	 humaner	MMPs.	 Aufbau	 aus	 Signalpeptid	 (S),	 Propeptid	 (Pro),	 katalytischer	Domäne	 (CAT),	
Fibronektin	 Typ	 II	 Wiederholungen	 (F),	 Hemopexin-Dömäne	 (PEX),	 Transmembran-Domäne	 (TM),	
Membranverankerung	durch	Glycosylphosphatidylinositol	 (GPI),	 zytoplasmatischer	Domäne	 (C),	Cystein-Array	
(CA)	und	immunoglobulin-like-Domäne.	Die	Hinge-Region	ist	als	schwarze	Welle	dargestellt.	Nach	[63].	
	
Der	 grundsätzliche	 strukturelle	 Aufbau	 aller	 MMPs	 ist	 identisch.	 Er	 besteht	 aus	 einem	
Signalpeptid,	einem	Propeptid,	um	die	zymogene	Form	in	inaktiviertem	Zustand	wahren	zu	
können,	und	einem	kompakten	katalytischen	Zentrum	mit	zentralem	Zn2+-Ion.	Einige	MMPs	
besitzen,	 verbunden	 durch	 die	 Hinge-Region,	 eine	 zusätzliche	 Hemopexin-Domäne	 (engl.	
hemopexin-like	 domain;	 PEX).	 Diese	 kann	 durch	 Protein-Protein-Wechselwirkungen	 eine	
Verbindung	zu	Rezeptoren	(z.B.	Integrine)	auf	der	Zelloberfläche	herstellen	und	die	MMPs	auf	















Neben	 der	 reinen	 Funktion	 als	 EZM-degradierende	 Enzyme	 nehmen	 MMPs	 auch	
maßgeblichen	 Einfluss	 auf	 die	 Tumorprogression.	 So	 werden	 z.B.	 das	 Tumorwachstum,	
Angiogenese	oder	die	Regulation	der	Apoptose	durch	Aktivierung	von	Wachstumsfaktoren,	
Aktivierung	oder	Induktion	von	pro-angiogenen	Faktoren	wie	VEGF	(engl.	vascular	endothelial	
growth	 factor;	 VEGF),	 bFGF	 (engl.	 basic	 fibroblast	 growth	 factor;	 bFGF)	 und	 TGFb	
(transforming	growth	factor-b;	TGF-b)	oder	die	Ausbildung	von	Fas-Liganden	[63,	65,	71-73].		








vielen	malignen	 Tumoren	 und	 den	 Zusammenhang	 ihrer	 Expression	 und	 Aktivität	mit	 der	
Tumoraggressivität	und	Prognose,	schreibt	man	ihnen	den	größten	Anteil	der	Auswirkungen	
aller	MMPs	bei	malignen	Erkrankungen	zu	[68,	74].	Im	aktivierten	Zustand	sind	sie	in	der	Lage,	
beim	 Abbau	 von	 EZM-Komponenten,	 der	 Basalmembran	 (Abbau	 des	 Hauptkomponenten	
Collagen	IV)	und	Nicht-Matrix	Proteinen,	bioaktive	Moleküle	zu	erzeugen	oder	freizusetzen	
[68,	75].	So	kann	beispielsweise	der	Abbau	von	Collagen	IV	durch	MMP9	oder	Laminin-5	durch	
MMP2	 zur	 Freisetzung	 von	 bioaktiven	 Molekülen	 führen,	 welche	 die	 Angiogenese	 oder	
endotheliale	Zellmigration	fördern	[76,	77].	Außerdem	ist	MMP9	an	der	Freisetzung	von	VEGF,	
TGF-b	 und	 FGF-2	 (engl.	 fibroblast	 growth	 factor	 -2;	 FGF-2)	 beteiligt	 und	 stimuliert	 so	 die	













PD-1	 ist	 ein	 Typ	 I	 Transmembranprotein	 und	 einer	 der	 wichtigsten	 inhibitorischen	 Co-
Rezeptoren,	die	von	T-Zellen	ausgebildet	werden	[88].	Der	Rezeptor	wird		auf	T-	und	auch	auf	
B-Zellen,	Monozyten,	 NKC	 (engl.	 natural	 killer	 cells;	 NKC),	 dendritischen	 Zellen	 und	 vielen	
tumor-infiltrierenden	 Lymphozyten	 ausgebildet	 [89].	 Er	 besitzt	 mit	 PD-L1	 und	 PD-L2	 zwei	
potentielle	Liganden,	wobei	die	Prävalenz	von	PD-L1	deutlich	höher	ist	[90].	
PD-L1	 wird	 dabei	 auf	 verschiedenen	 Zellen	 exprimiert:	 Plazentazellen,	 vaskuläre	
Endothelzellen,	 pankreatische	 Inselzellen,	 Muskelzellen,	 Hepatozyten,	 im	 Epithel,	 in	
mesenchymalen	Stammzellen,	auf	B-	und	T-Zellen,	dendritischen	Zellen,	Makrophagen	und	




zu	 einer	 negativen	 Regulation	 der	 Aktivität	 von	 T-Zellen	 und	 steigert	 damit	 die	
immunologische	 Toleranz	 der	 betroffenen	 T-Zellen	 [92].	 Krebszellen	 haben	 diesen	
Mechanismus	 vereinnahmt	 und	 führen	 damit	 zu	 einer	Überexpression	 von	 PD-L1,	 um	der	
immunologischen	Überwachung	zu	entgehen	und	somit	das	Tumorwachstum	zu	verstärken	
[91].	 Sie	 sind	 also	 in	 der	 Lage,	 durch	 die	 Inhibierung	 der	 T-Zell-Aktivität,	 ein	 geeignetes	
Tumormikromilieu	zu	schaffen	und	ungehindert	zu	proliferieren	[93].	
Der	PD-1	 /	 PD-L1	Komplex	besitzt	 die	 Fähigkeit,	 die	 Immunsuppression	über	 verschiedene	
Mechanismen	 zu	 regulieren:	 Die	 Induktion	 der	 Apoptose	 von	 aktivierten	 T-Zellen,	 die	
Erleichterung	 von	 T-Zell-Anergie,	 die	 Verbesserung	 der	 Funktion	 regulatorischer	 T-Zellen	
(tragen	 zum	 immunsuppressiven	 Tumormikromilieu	 bei),	 die	 Inhibierung	 der	 T-Zell-
Proliferation	und	geschädigter	T-Zell-Aktivierung	und	IL-2	(Interleukin-2;	IL-2)	Produktion	[90].	
Eine	höhere	Expression	von	PD-L1	lässt	sich	somit	in	den	meisten	soliden	Tumoren	feststellen,	
u.a.	 auch	 bei	 HNSCC	 [94].	 Des	 Weiteren	 lassen	 sich	 häufig	 Mutationen	 des	 PTEN-











Umwelt-	 oder	 psychologische	 Faktoren	 -	 über	 das	 periphere	 und	 zentrale	 Nervensystem	
aktiviert	[95].	Chronische	Zustände	führen	zu	einer	Gesundheitsbeeinträchtigung,	z.B.	durch	





G	 protein-coupled	 receptors;	 GPCRs),	 die	 eine	 Gruppe	 von	 integralen	 Membranproteinen	
darstellen,	welche	Signale	–	nach	extrazellulären	Stimuli	-	in	das	Zellinnere	übermitteln.	Die	







Die	 Aktivierung	 wird	 durch	 Liganden	 (Katecholamine)	 ausgelöst,	 die	 eine	 strukturelle	
Veränderung	 des	 Rezeptors	 und	 die	 Bindung	 eines	 G-Proteins	 zur	 Folge	 haben.	 Das	 so	
aktivierte	 heterotrimere	 G-Protein	 ist	 in	 der	 Lage,	 Signale	 zu	 nachgeschalteten	
Effektorproteinen,	 wie	 z.B.	 Enzymen	 oder	 Ionenkanälen,	 zu	 übertragen	 und	 somit	 einige	
Signalkaskaden	 zu	 initiieren.	 Bei	 der	Gruppe	 der	b2-ARs	wird	 dadurch	 die	 Adenylylzyklase	
aktiviert,	 womit	 ein	 erhöhter	 cAMP-Spiegel	 einhergeht;	 bei	 den	a2-Ars	 dagegen	 wird	 die	
Adenylylzyklase	 inhibiert.	 Höhere	 Konzentrationen	 von	 cAMP	 lösen	 die	 Aktivierung	 der	
Protein-Kinase	 A	 (PKA)	 aus,	 welche	 für	 die	 Phosphorylierung	 von	 Effektorproteinen	
verantwortlich	ist.	Durch	die	PKA	werden	eine	Reihe	von	zellulären	Prozessen	gesteuert,	die	
Einfluss	 auf	 den	 Zellmetabolismus,	 -differenzierung,	 -morphologie,	 -motilität	 oder	
Gentranskription	haben	[96,	97,	99,	100].		
Außerdem	 kann	 durch	 die	 erhöhte	 cAMP-Konzentration	 EPAC	 (engl.	 exchange	 protein	
activated	 by	 adenylyl	 cyclase;	 EPAC),	 das	 einige	 Funktionen	 mit	 der	 PKA	 teilt,	 aber	 auch	
Einfluss	 auf	 den	 MAPK-Signalweg	 hat,	 aktiviert	 werden.	 Des	 Weiteren	 spielt	 die	
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inhibieren	 a2-ARs	 die	 Adenylylzyklase	 (AC),	 die	 b2-ARs	 stimulieren	 sie.	 Bei	 Stimulation	 folgt	 eine	 cAMP-
Produktion	und	die	Aktivierung	der	Proteinkinase	A	(PKA).	N=N-terminales	Ende.	C=C-terminales	Ende.	Rechts:	
Aktivierte	 Adrenorezeptoren	 werden	 durch	 PKA	 und	 Proteinkinase	 C	 (PKC)	 phosphoryliert.	 Durch	 GRKs	 (G-
Protein-coupled	receptor	kinase)	folgt	eine	Rekrutierung	von	b-Arrestin.	Dadurch	wird	eine	weitere	Aktivierung	

















Im	 Mittelpunkt	 des	 zweiten	 Teiles	 stand	 wiederum	 die	 Erfassung	 der	 Expression	 oben	
genannter	Proteine.	Hierbei	wurde	der	Einfluss	der	Stimulierung	von	a2-	und	b2-adrenergen	
Rezeptoren	 mit	 Hilfe	 spezifischer	 Agonisten	 bei	 gleichbleibender	 Sphäroidgröße	 (25.000	































Die	 vier	 verwendeten	 humanen	 HNSCC	 Zelllinien	 PCI	 1,	 PCI	 9,	 PCI	 13	 und	 PCI	 68	wurden	
ursprünglich	 im	 Labor	 von	 Prof.	 T.	 L.	Whiteside	 (University	 of	 Pittsburgh	 Cancer	 Institute;	
Pittsburgh,	PA)	isoliert.	Die	Herstellung	folgte	der	Beschreibung	von	Heo	et	al.	[103].	
	
Bezeichnung	 Herkunft		/	Primärtumor	 Klassifikation	 Differenzierung	
PCI	1	 Larynx	 T2N0M0	 moderately	Well	
PCI	9	 Zungengrund	 T4N3M0	 moderately	
PCI	13	 Retromolares	Dreieck	 T4N1M0	 poorly	









10%	 fötalem	 Kälberserum	 (FKS),	 2mM	 L-Gluatmin	 und	 1%	 Penicillin	 /	 Streptomycin	
verwendet.	Die	Kultivierung	erfolgte	bei	37°C	und	5%	CO2.	Ab	einer	Konfluenz	von	ca.	80%	
wurden	die	Zellen	gesplittet.	Hierzu	wurde	 zunächst	das	Kulturmedium	abgesaugt	und	die	
Zellen	mit	 10ml	 PBS	 unter	 vorsichtigem	 Schwenken	 gewaschen.	Nach	 Entfernung	 des	 PBS	
wurde	1ml	Accutase	(Gibco)	hinzugefügt,	die	Zellen	zur	vollständigen	Ablösung	im	Inkubator	
ca.	5min	inkubiert	und	unter	dem	Mikroskop	kontrolliert.	Zum	Abstoppen	der	Reaktion	wurde	
















vorgesehenen	Menge	 in	 Hanging-Drop-Medium	 (HD-Medium)	 resuspendiert,	 das	 sich	 aus	
DMEM,	 2%	 FKS,	 2mM	 L-Gluatmin,	 1%	 Penicilin	 /	 Streptomycin,	 5ng/ml	 EGF	 und	 0,24%	









Die	 Sphäroide	 wurden	 mittels	 Pipette	 und	 gekürzten	 Pipettenspitzen	 in	 1,5ml	
Reaktionsgefäßen	mit	200µl	4%	Paraformaldehyd	/	PBS	fixiert.	Inkubiert	wurde	6h	bei	37°C	
und	 5%	 CO2.	 Danach	 erfolgte	 die	 Lagerung	 gekühlt	 bei	 4°C.	 Die	 Herstellung	 der	






Zum	 Entparaffinieren	 und	 Rehydrieren	wurden	 die	 Objektträger	 in	 einer	 Alkoholreihe	mit	
100%,	 96%,	 90%	und	 70%	 Ethanol	 jeweils	 5min	 inkubiert	 und	 anschließend	mit	 dest.	 H2O	
gespült.	 Für	 die	 Demaskierung	 der	 Epitope	 wurden	 die	 Schnitte	 bei	 90°C	 in	 10mM	
Natriumcitrat-Puffer	 2min	 erhitzt.	 Danach	 erfolgte	 eine	 30-minütige,	 gleichmäßige	
Abkühlungsphase	und	eine	Spülung	mit	PBS.	
Für	die	Blockierung	der	unspezifischen	Antikörper-Bindungsstellen	wurden	die	Objektträger	
1h	 mit	 IF-Puffer	 (Tab.	 2)	 inkubiert,	 anschließend	 über	 Nacht	 mit	 spezifischem	
Primärantikörper	 bei	 4°C	 in	 einer	 Feuchtkammer	 gelagert.	 Bevor	 und	 nachdem	 der	



















































































Analog	 zu	 Punkt	 3.2.1	 (Herstellung	 von	Paraffinschnitten)	wurden	die	 Sphäroide	mit	 einer	
Pipette	 aufgenommen	 und	 in	 1,5ml	 Reaktionsgefäßen	mit	 300µl	 PBS	 gewaschen.	 Nach	 5-
minütiger	 Zentrifugation	bei	12.000	U/min	wurde	der	Überstand	verworfen.	Das	Zellpellet	
wurde	je	nach	Sphäroidgröße	mit	50-150µl	RiPa-Puffer	(engl.	radioimmunoprecipitation	assay	
buffer;	 RiPa)	 mit	 EDTA-free	 Protease	 Inhibitor	 (Roche)	 resuspendiert	 und	 in	 flüssigem	
Stickstoff	tiefgefroren.	Nach	dem	Auftauen	folgte	eine	Ultraschallbehandlung	mit	2	Zyklen	bei	
20	sek	und	50%	Power	und	eine	30-minütige	Inkubation	auf	Eis.	Es	wurde	ein	weiterer	10-











Zur	 Durchführung	 des	 Tests	 wurden	 in	 jeweils	 drei	 Wells	 einer	 96-Well-Platte	 10µl	 BCA-
Standard	(Albumin,	0-1500	µg/ml)	und	2µl	Proteinprobe	(1:5	Verdünnung)	vorgelegt	und	mit	
jeweils	 200µl	 BCA-Reagenz	 (50	 Teile	 BCA-Solution;	 1	 Teil	 4%	Kupfersulfat)	 30min	 bei	 37°C	















nach	der	Rezeptur	 in	 Tab.	 5.	Die	 formgebende	Kammer	wurde	hierzu	mit	dem	noch	nicht	
ausgehärteten	Trenngel	befüllt	und	um	eine	Blasenbildung	zu	verhindern	und	überschüssiges	
Wasser	 zu	 entfernen,	 mit	 ca.	 1ml	 Isopropanol	 überschichtet.	 Nach	 der	 vollständigen	
Polymerisation	und	der	Entfernung	des	Isopropanols	wurde	das	Sammelgel	über	die	Schicht	

















































entfernt.	 Die	 PVDF-Membran	 (Roche)	 wurde	 zuerst	 ca.	 10sec	 in	 Methanol	 aktiviert	 und	
anschließend	mit	Blot-Puffer	(Tab.	6)	getränkt,	bevor	sie	auf	dem	Gel	mittig	platziert	wurde	






















gekoppeltem	 (engl.	 horse	 radish	 peroxidase;	 HRP)	 Sekundärantikörper.	 Die	 Peroxidase	
katalysiert	 nach	 Zugabe	 der	 Entwickler-Lösungen	 Roti-Lumin	 (Roth,	 Karlsruhe)	 oder	
SuperSignalâ	 West	 Femto	 (Thermo	 Fisher	 Scientific)	 mit	 Hilfe	 von	 Luminol	 ein	
chemolumineszentes	Signal	erzeugt	werden,	das	detektiert	werden	kann.	
Hierzu	 wurde	 die	 Membran	 zunächst	 über	 Nacht	 mit	 dem	 spezifischen	 Primärantikörper	
schüttelnd	bei	4°C	inkubiert.	Es	folgte	ein	dreimaliger,	5-minütiger	Waschschritt	mit	TBST,	ehe	
der	 Sekundärantikörper	 	 1h	 hinzugegeben	 wurde.	 Nach	 weiterem	 dreimaligem	 Waschen	
wurde	 die	 Membran	 mit	 entsprechender	 Entwicklerlösung	 ca.	 2min	 gleichmäßig	
überschichtet.	
Die	 Detektion	 der	 Proteinbanden	 erfolgte	 im	 Chemilumineszenz-Imager	 (Biorad)	 mit	
Belichtungszeiten	von	10sek	bis	45min.	
Für	 eine	 bessere	 graphische	 Darstellung	 wurden	 die	 Ergebnisse	 in	 Adobe	 Photoshop	 CS2	
















































































die	 Sphäroide	 entnommen	 und	 in	 HD-Medium	 ohne	 Zusatz	 von	 FKS	 resuspendiert.	 Die	
Sphäroide	wurden	daraufhin	erneut	ausgesät.	Nach	weiteren	24h	erfolgte	die	Abnahme	der	







Mit	 Hilfe	 der	 Zymographie	 lassen	 sich	 nach	 einer	 SDS-PAGE-Gelelektrophorese	 spezifische	
aktive	Proteasen	in	einem	Gelatine-Gel	nachweisen.	
Die	 Proteinproben	 bestanden	 aus	 den	 Überständen	 (Punkt	 3.2.8)	 und	 Zymogramm-
Ladepuffer	 (Tab.	 10)	 zu	 jeweils	 gleichen	Teilen.	 Ein	Denaturierungsschritt	 fand	dabei	 nicht	
statt,	 um	 die	 Aktivität	 der	 Enzyme	 zu	 erhalten.	 Zur	 elektrophoretischen	 Auftrennung	 der	
Proteinproben	 wurde	 dabei	 ein	 Gelatine-Gel	 dessen	 Zusammensetzung	 in	 Tab.	 10	
beschrieben	 ist	 und	eine	 Stromstärke	 von	20mA	pro	Gel	 verwendet	 (etwa	2,5h).	 Pro	 Spur	
wurde	 eine	 Proteinmenge	 von	 2µg	 aufgetragen.	 Als	 Kontrollspuren	wurde	 rekombinantes	
MMP2	und	MMP9	verwendet	(Tab.	12).	Nach	erfolgter	Auftrennung	wurden	die	Gele	aus	den	
Kammern	 entnommen	 und	 in	 einem	 geeigneten	 Puffer	 (Renaturierungspuffer	 Tab.	 11)	












































































































Name	 Hersteller	 Cat.-nr.	#	 Konzentration	 Eingesetzte	Menge	 Größe	
Rekomb.	
MMP2	
Calbiochem	 PF023	 0,1	mg/ml	 50	pg	 66	kDa	
Rekomb.	
MMP9	








Migration	 der	 OSCC-Zellen	 entlang	 eines	 chemotaktischen	 Gradienten	 zwischen	 zwei	
Kompartimenten	durch	eine	Membran	mit	einer	Porosität	von	8µm	genutzt	[105].	
Verwendet	 wurde	 eine	 24-Well-Kulturplatte	 (Corning)	 mit	 ThinCert	 Zellkultureinsätzen	







b2-adrenergen	 Agonisten	 und	 einem	 a2-adrenergen	 Agonisten	 wurden	 die	 Zellen	 im	
entsprechenden	Kulturmedium	mit	einem	Zusatz	1%	FKS	und	dem	jeweiligen	Agonisten	–	nach	
einer	Sterilfiltration	-	 	resuspendiert.	Die	Konzentration	von	Formoterol	Hemifumarate	(b2-
Agonist,	 Seleckchem)	wurde	 auf	 eine	 Endkonzentration	 von	 10-7M	 eingestellt,	 die	 von	UK	




weiterem	 zweimaligem	 Waschen	 erfolgte	 die	 Färbung	 mit	 0,02%	 Kristallviolettlösung	
(250µl/Well;	 15min).	 Ungebundenes	 Kristallviolett	 wurde	 unter	 fließendem	 Wasser	










































Bezeichnung	 Katalognummer	#	 Hersteller	 Ort	/	Land	




BCA	Solution	 71288	 Novagen	 USA	
Brilliant	Blau	G	250	 9598.1	 Roth	 Karlsruhe	/	DE	
Bromphenolblau	 B3269-5ML	 Sigma	 St.	Louis,	MO	/	USA	
BSA	 9048-46-8	 BIOMOl	GmbH	 Hamburg	/	DE	











EDTA	 8043.3	 Roth	 Karlsruhe	/	DE	
Eisessig	 100063	 Merck	 Darmstadt	/	DE	
Ethanol	 100983	 Merck	 Darmstadt	/	DE	
	 Material	und	Methoden	 	
	 29	
FKS	 10500064	 Gibco	 USA	




Glycerol	87%	 A3561,1000	 Applichem	 Darmstadt	/	DE	
Glycin	 33226-1KG	 Sigma	 St.	Louis,	MO	/	USA	
Isopropanol	 109634	 Merck	 Darmstadt	/	DE	
Kristallviolett	 T123.1	 Roth	 Karlsruhe	/	DE	
L-Glutamin	 K0283	 Biochrom	 Berlin	/	DE	
Matrigel	 356231	 Corning	 England	
Methanol	 MFCD00004595	 VWR	Chemicals	 Amerika	
Milchpulver	 T145.1	 Roth	 Karlsruhe	/	DE	







RIPA	Buffer	 R0278	 Sigma	 St.	Louis,	MO	/	USA	








StemPro	Accutase	 A11105-01	 Gibco	 USA	

















Typ	 Bezeichnung	 Hersteller	 Ort	/	Land	









Inkubator	 HERAcell	240	 Thermofisher	 Deutschland	
Magnetrührer	 IKA	RCT	basic	 IKA	 Deutschland	
Mikroskop	 CKX41	 Olympus	Co.	 Tokyo	/	JP	
Fluoreszenzmikroskop	 BX61	 Olympus	Co.	 Tokyo	/	JP	
Mikroskop	Kamera	 XC10	 Olympus	Co.	 Tokyo	/	JP	
	 Material	und	Methoden	 	
	 30	
Multipipette	 Multipetteâ	plus	 Eppendorf	AG	 Hamburg	/	DE	






Scanner	 HP	Scanjet	5530	 Hewlett	Packard	 Palo	Alto,	CA	/	USA	






Thermomixer	 ThermoMixer	C	 Eppendorf	AG	 Hamburg	/	DE	
Vortexer	 Vortex-Genie	2	 Scientific	Industries	 Bohemia,	NY	/	USA	
Waage	 TE2101	 Sartorius	AG	 Göttingen	/	DE	
Wasserbad	 1086	 GFL	 Deutschland	




Zentrifuge	 Rotanta/P	 Hettich	 Deutschland	
Tab.	14:	Verwendete	Geräte.	
	
Typ	 Bezeichnung	 Hersteller	 Ort	/	Land	
Deckglas	 Deckgläser	 Roth	 Karlsruhe	/	DE	
Objektträger	 SuperFrost	Plus	 Menzel	GmbH	 Braunschweig	/	DE	
































und	b2-	 adrenergen	 Rezeptoren	 auf	 die	 Expression	 der	 oben	 genannten	 Proteinmarker	 in	
Sphäroiden	 mit	 einer	 Zellzahl	 von	 jeweils	 25.000	 Zellen.	 Dabei	 wurde	 die	 Wirkung	 der	









In	 diesem	 ersten	 Teil	 lag	 der	 Fokus	 auf	 der	 Erfassung	 der	 Expression	 verschiedener	























1	 feststellen.	Dabei	 stieg	die	 Expression	bis	 zu	einer	 Sphäroidgröße	 von	20.000	 Z/25µl	 an,	
während	 sie	 bei	 30.000	 Z/25µl	wieder	 sank.	 Die	 Zelllinien	 PCI	 9	 und	 PCI	 68	 zeigten	 keine	












































PCI	 13	 durchgehend	 bis	 zur	 Sphäroidgröße	 von	 30.000	 Z/25µl	 (bei	 PCI	 9	 Erreichung	 eines	
Plateaus).	









4.1.2),	 lag	 die	 Vermutung	 nahe,	 dass	 dies	 durch	 steigende	 hypoxische	 Bedingungen	 im	
Sphäroidzentrum	bedingt	war.		




























Um	 morphologische	 Veränderungen	 der	 Sphäroide	 unter	 Hypoxiebedingungen	 zu	
untersuchen	wurden	exemplarisch	die	Größen	von	zwei	HNSCC	Zelllinien	(PCI1	und	PCI9)	im	


















































Um	 die	 Lokalisation	 von	 P-	 und	 E-Cadherin	 in	 multizellulären	 HNSCC-Sphäroiden	 mit	
steigender	 Zellzahl	 festzustellen	 wurden	 Paraffin-Mikroarrays	 mit	 anschließender	
immunhistochemischer	Färbung	hergestellt.	
Während	 sich	 bei	 kleinen	 Sphäroidgrößen	 die	 Expression	 der	 Cadherine	 eher	 in	















































die	 Expression	 von	 MMP9	 ab.	 Die	 übrigen	 Zelllinien	 zeigten	 keine	 wesentlichen	
Veränderungen	im	Verlauf	der	steigenden	Zellzahlen.	
Die	Darstellung	von	MMP9	mittels	Western-Blot	erwies	sich	als	deutlich	besser	gegenüber	














eine	 schwache	MMP2	 Expression.	 Bei	 PCI	 1	 und	 PCI	 68	 hingegen	 steigt	 die	 Sekretion	 von	
MMP9	mit	 steigender	Zellzahl	 in	den	Sphäroiden.	Dabei	 stellten	 sich	die	Banden	bei	PCI	1	
wesentlich	 deutlicher	 dar.	 Die	 Sekretion	 steht	 hier	 im	 Gegensatz	 zur	 Expression	 in	 den	

























Während	 bei	 PCI	 13	 keinerlei	 Expression	 von	 PD-L1	 feststellbar	 war,	 ließen	 sich	 bei	 den	

















































zeigte	 sich	 keine	 Diskrepanz	 zwischen	 der	 Expression	 	 von	 glykosyliertem	 und	 nicht-








































































beobachten.	 Dagegen	 stieg	 die	 Expression	 bei	 PCI	 9	 nach	 Behandlung	 mit	 a2-	 und	 b2-










































Zur	 Untersuchung	 des	 Verhaltens	 der	 Zellinien	 wurden	 verschiedene	 funktionelle	 Assays	
angefertigt.	Der	Fokus	lag	hierbei	auf	der	Invasion,	Migration	und	Proliferation.	
Die	 Versuche	 wurden	 mit	 den	 oben	 genannten	 Zelllinien	 anhand	 von	 2D-Zellkulturen	









































Stimulierung	der	 Proliferation	durch	den	b2-Agonisten	 ab	 (etwa	40%).	Dabei	 ergaben	 sich	
Signifikanzen	am	dritten	(*	p=0,0435)	und	vierten	Tag	(****	p£0,0001)	gegenüber	den	nicht	





























unbehandelten	 und	 der	mit	 einem	a2-Agonisten	 stimulierten	 Zellen	 zunächst	 ein	 Plateau,	
während	 sie	 ab	 dem	 dritten	 Tag	 abfiel.	 Am	 vierten	 Tag	war	 dabei	 der	 Unterschied	 (ohne	
Behandlung	und	alpha-2	Stimulierung)	signifikant	(***	p£0,0001).	Dabei	lag	die	Proliferation	
der	mit	einem	a2-Agonisten	behandelten	Zellen	jedoch	höher.	Bei	der	Stimulation	der	Zellen	




























































Hierbei	 ließen	 sich	 bei	 den	 Typ	 1	 Cadherinen	 (N-,	 P-	 und	 E-Cadherin)	 im	 Rahmen	 dieser	
Versuche	 Gemeinsamkeiten	 hinsichtlich	 steigender	 Zellzahlen,	 d.h.	 fortschreitendem	
Tumorwachstum	erkennen.	N-Cadherin	wurde	nur	von	den	HNSCC	Zelllinien	PCI	1	und	PCI	13	
exprimiert.	Dabei	stieg	die	Expression	mit	steigender	Zellzahl	an.	Gleiches	Verhalten	zeigten	
alle	 vier	 Zelllinien	 auch	 bei	 P-Cadherin,	 während	 die	 Expression	 von	 E-Cadherin	 nahezu	
konstant	blieb.	Bei	P-	und	E-Cadherin	muss	 jedoch	zwischen	einer	glykosylierten	und	einer	




(hierbei	 wurden	 die	 Zelllinien	 PCI	 1,	 PCI	 13	 und	 PCI	 68	 verwendet)	 [115].	 Während	 sich	
zunächst	 bei	 P-Cadherin	 ein	 nahezu	 kongruentes	 Verhalten	 der	 glykosylierten	 und	 nicht	
glykosylierten	Form	zeigte	(Zunahme	mit	steigender	Zellzahl	bis	20.000	Z/25µl,	danach	Abfall)	
und	 dabei	 eine	 signifikante	 Zunahme	 der	 Expression	 der	 nicht	 glykosylierten	 Form,	 fiel	
dagegen	 bei	 E-Cadherin	 auf,	 dass	 mit	 steigender	 Zellzahl	 die	 Diskrepanz	 zwischen	
glykosylierter	 und	 unglykosylierter	 Form	 größer	 wurde.	 Dabei	 zeigte	 die	 Expression	 von	
glykosyliertem	 E-Cadherin	 kaum	 Veränderung.	 Ursache	 hierfür	 könnte	 eine	 gesteigerte	







auch	 im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 beobachtet	 [117-119].	 	 Zahlreiche	 Studien	 weisen	 eine	
Veränderung	von	Cadherin-abhängigen	Zellfunktionen	durch	eine	Glykosylierung	nach	[120].	
Dabei	 spielt	 vor	 allem	 die	 N-Glykosylierung	 von	 E-Cadherinen	 an	 EC	 4	 und	 EC	 5	 eine	
entscheidende	Rolle	zur	Ausbildung	stabiler	Zell-Zell-Verbindungen.	Nita-Lazar	et	al.	zeigten	
bei	 A253	 Krebszellen	 eine	 durch	 Deglykosylierung	 verminderte	 N-Glykosylierung	 von	 E-









Literatur	 Hinweise	 darauf,	 dass	 Sphäroide	 mit	 hohen	 Zellzahlen	 -	 also	 größer	 werdenden	
zentralen	Hypoxiebedingungen,	wie	in	unserem	Experiment	gezeigt	-	schon	mit	dem	Abbau	
von	 P-Cadherin	 beginnen.	 In	 gleicher	 Weise	 zeigten	 Sahlgren	 et	 al.	 eine	 Abhnahme	 der	
Expression	von	E-Cadherin	in	Brustkrebszellen	unter	hypoxischen	Bedingungen	[122].	Dabei	
wird	 auch	 der	 Epithelial-mesenchemalen-Transition	 Vorschub	 geleistet	 [123].	 Grund	 dafür	





Bei	 der	 Lokalisation	 von	 E-	 und	 P-Cadherin	 innerhalb	 der	 Zellen	 ließen	 sich	 Unterschiede	
erkennen.	Bei	kleinen	Zellzahlen	konnten	die	Cadherine	vorwiegend	in	Membrannähe	erkannt	
werden,	während	sich	bei	größeren	Zellzahlen	eine	diffusere	Verteilung	in	den	Zellen	zeigte.	
Gleiche	 Ergebnisse	 lassen	 sich	 auch	 in	 unterschiedlichen	Veröffentlichungen	 finden.	Dabei	
geht	man	auch,	mit	Verlust	 der	Membranständigkeit	 der	 Proteine,	 von	einer	 schlechteren	
Prognose	für	den	Patienten	aus.	[55,	124,	125].		
	













bei	 PCI	 68	 ließ	 sich	 ein	 leichter	 Abfall	 der	 MMP9-Expression	 mit	 steigenden	 Zellzahlen	























einem	 invasiven	 Phänotyp	 und	 einem	 gesteigerten	 Metastasierungspotential	 hergestellt	
werden	 [129].	Die	 ansteigende	 Expression	 von	MMP9	 könnte	 auch	 in	 Zusammenhang	mit	
steigender	 Hypoxie	 stehen.	 Liu	 et	 al.	 konnten	 derartiges	 anhand	 von	
Knochenmarksstammzellen	beobachten	[130].	
	











dass	 die	 Expression	 von	 PD-L1	maßgeblich	mit	 dem	Differenzierungsgrad	 korreliert.	 Dabei	
konnte	festgehalten	werden,	dass	besser	differenzierte	Tumorzellen	eine	höhere	Expression	
an	PD-L1	besitzen	 [131].	 Selbiges	 konnte	auch	 im	Rahmen	dieser	Arbeit	bestätigt	werden.	
Zahlreiche	Studien	konnten	auch	nachweisen,	dass	eine	Blockade	des	PD-L1	/	PD-1	Signalwegs	










5.2	 Der	 Effekt	 von	 a2-	 und	 b2-adrenergen	 Agonisten	 auf	 die	 Expression	






zeigten	 dabei	 eine	 fördernde	Wirkung	 für	 die	 Karzinogenese	 und	 Tumorprogression	 [137-
139].	 Bei	 OSCC	 lässt	 sich	 eine	 hohe	 Rate	 einer	 Metastasierung	 in	 lokale	 Lymphknoten	
beobachten.	Shang	et	al.	zeigten	eine	höhere	Expression	von	b2-adrenergen	Rezeptoren	bei	










wurde	 der	 Einfluss	 der	 adrenergen	 Stimulation	 hinsichtlich	 der	 Migration,	 Invasion	 und	
Proliferation	ausgewertet.	
	
Bei	 den	 Typ	 1	 Cadherinen	 P-	 und	 E-Cadherin	 ließ	 sich	 jeweils	 das	 gleiche	 Verhalten	 der	
glykosylierten	 und	 unglykosylierten	 Form	 beobachten.	 Dabei	 zeigte	 P-Cadherin	 eine	
tendenziell	 verstärkte	 Expression	 beider	 Varianten	 nach	 Zugabe	 des	 b2-adrenergen	
Agonisten,	 während	 die	 Expression	 nach	 Zugabe	 des	a2-adrenergen	 Agonisten	 nur	 leicht	
erhöht	bzw.	auf	demselben	Level	der	unbehandelten	Sphäroide	erschien.	Die	Expression	von	






Insgesamt	 zeigte	 sich	 tendenziell	 eine	 Steigerung	 der	 P-Cadherin	 Expression	 nach	 Zugabe	
eines	b2-adrenergen	Agonisten	und	ein	leichter	Rückgang	der	Expression	von	E-Cadherin	nach	
Zugabe	eines	a2-adrenergen	Agonisten.	
Barbieri	 et	 al.	 zeigten	 anhand	 einer	 Studie	 an	 Mäusen,	 denen	 DU145-Zellen	
(Prostatakrebszellen)	 transplantiert	 wurden,	 eine	 Reduktion	 und	 eine	 Dislokation	 von	 E-
Cadherin	 von	 der	 Zellmembran	 in	 das	 Zytoplasma	 nach	 Stimulierung	 der	 Zellen	 mit	
Noradrenalin	[140].	Auch	Shan	et	al.	beschrieben	in	einer	ähnlichen	Studie	anhand	von	zwei	
verschiedenen	 Zelllinien,	 die	 aus	 einem	Adenokarzinom	 des	Magens	 isoliert	wurden,	 eine	











fördernden	 Einfluss	 der	 adrenergen	 Stimulation	 auf	 die	 Tumorprogression	 ausgegangen	
werden.	
Insgesamt	 stellte	 sich	 die	 Expression	 von	 MMP2	 bei	 den	 Western-Blot-Analysen	 aus	
Zelllysaten	 sowohl	 nach	 a2-adrenerger,	 als	 auch	 nach	 b2-adrenerger	 Stimulation	 als	












Einfluss	 von	 b2-adrenerger	 Stimulation	 auf	 die	 MMP	 Expression	 beobachtet.	 Der	 b2-
adrenerge	Agonist	Salbutamol	begründete	eine	Zunahme	der	MMP9	Expression	bei	Patienten	
mit	 einem	 akuten	 respiratorischen	 Distresssyndrom	 in	 bronchoalveolärer	 Flüssigkeit	 und	










Im	 Allgemeinen	 stehen	 die	 Ergebnisse	 dieser	 Arbeit	 dazu	 im	 Gegensatz.	 Hierbei	 wurden	





In	 der	 hier	 durchgeführten	 Studie	 konnte	 eine	 Korrelation	 der	 PD-L1	 Expression	 mit	
adrenerger	Stimulation	gezeigt	werden.	Während	bei	der	Zelllinie	PCI	13	keine	Expression	von	
PD-L1	beobachtet	werden	konnte,	zeigten	die	anderen	drei	Zelllinien	eine	Zunahme	der	PD-
L1	 Expression	 nach	 b2-adrenerger	 Stimulation.	 Während	 PCI	 1	 auch	 nach	 a2-adrenerger	
Stimulation	eine	Zunahme	aufwies,	sank	sie	dagegen	bei	PCI	9	und	PCI	68	unter	den	Wert	der	
unbehandelten	Sphäroide.	
Über	 die	Wirkung	 adrenerger	 Stimulation	 auf	 die	 PD-L1	 Expression	 ist	 bisher	 noch	 wenig	
bekannt.	Dennoch	zeigten	Wang	et	al.	anhand	von	Pankreaskarzinomzellen	einen	direkten	
Effekt	 von	 Noradrenalin	 auf	 die	 Expression	 von	 B7-H1	 (PD-L1	 Homolog).	 Durch	 steigende	
Noradrenalinkonzentrationen	wurde	dabei	B7-H1	signifikant	hochreguliert.	Ausgelöst	wurde	
dies	hauptsächlich	durch	die	Stimulation	der	b2-adrenergen	Rezeptoren	[148].	
Auch	 im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 konnte	 das	 gezeigt	 werden.	 Durch	 die	 b2-adrenerge	
Stimulation	stieg	die	Expression	von	PD-L1	tendenziell	an.	
Insgesamt	betrachtet,	zeigten	die	in	dieser	Studie	verwendeten	vier	HNSCC	Zelllinien	nach	a2-	
und	 b2-adrenerger	 Stimulation,	 sowohl	 eine	 verringerte	 Migrations-,	 als	 auch	 eine	
verminderte	 Invasionstendenz.	 Dabei	 nahm	 die	 Migrationsfähigkeit	 (außer	 PCI	 13)	 nach	
Zugabe	eines	a2-Agonisten	am	deutlichsten	ab.	Dennoch	wies	die	b2-adrenerge	Stimulation	
auch	 eine	 generalisierte	 Abnahme	 auf.	 Für	 den	b2-Agonisten	 zeigte	 sich	 bei	 der	 Invasion	









Migrationsaktivität	 an	 DU145-Zellen	 (Prostatakarzinomzellen)	 in	 Mäusen	 durch	 eine	 b2-



































für	 die	 glykosylierte,	 als	 auch	 die	 nicht	 glykosylierte	 Form)	 zeigte,	 konnten	 bei	 E-Cadherin	
kaum	 Veränderungen	 beobachtet	 werden.	 Hierbei	 konnte	 auch	 eine	 Verringerung	 der	
Expression	 von	 P-Cadherin	 unter	 hypoxischen	 Bedingungen	 nachgewiesen	 werden.	 Eine	
Expression	für	N-Cadherin	zeigte	sich	nur	bei	zwei	der	vier	Zelllinien.	Bei	der	Expression	der	
MMPs	offenbahrten	 sich	Unterschiede	 zwischen	der	Western-Blot-Analyse	 (Zelllysate)	 und	
der	Zymographie	(Sphäroidüberstände).	Bei	MMP2	zeichnete	sich	in	den	Western-Blots	ein	
leichter	 Anstieg	 der	 Expression	 mit	 steigender	 Zellzahl	 ab,	 bei	 MMP9	 traten	 kaum	
Veränderungen	auf.	Bei	der	Zymographie	dagegen	konnte	in	den	beiden	Zelllinien	PCI	1	und	




glykosylierten,	 als	 auch	 der	 nicht	 glykosylierten	 Form)	 nach	 Zugabe	 des	 b2-adrenergen	
Agonisten	 (Formoterol	Hemifumarate)	heraus.	Weniger	 stark	erschien	die	Zunahme	der	P-
Cadherin	Expression	nach	Zugabe	des	a2-adrenergen	Agonisten	(UK	14.304).	Bei	E-Cadherin	
traten	 weniger	 deutliche	 Veränderungen	 der	 Expression	 auf.	 Bei	 drei	 der	 vier	 Zelllinien	
verringerte	sich	die	E-Cadherin	Expression	nach	Zugabe	des	a2-adrenergen	Agonisten.	Nach	
Zugabe	des	b2-adrenergen	Agonisten	zeigten	sich	nur	marginale	Veränderungen.	Während	
die	 Expression	 von	 MMP2	 nach	 der	 Zugabe	 beider	 Agonisten	 verringert	 erschien,	 wies	
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dagegen	MMP9	 insgesamt	 nur	 eine	 leichte	 Veränderung	 nach	 Zugabe	 des	a2-adrenergen	
Agonisten	 auf.	 Für	 PD-L1	 ließ	 sich	 eine	 Steigerung	 der	 Expression	 nach	 Zugabe	 des	 b2-
adrenergen	 Agonisten	 erkennen,	 nach	 Zugabe	 des	 a2-adrenergen	 Agonisten	 sank	 die	
Expression	insgesamt	ab.	






















































































































































































































































































































































































































































Geburtsort:	 	 	 Bayreuth	






1999	–	2003:	 	 	 Grundschule	Fichtelberg	
2003	–	2011:	 	 	 Luisenburg-Gymnasium	Wunsiedel	
Juli	2011:	 	 	 Abitur	am	Luisenburg-Gymnasium	Wunsiedel	
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